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SOMMAIRE 
Streptomyces scabiei est 1'agent causal de la gale commune de la pomme de terre. Les 
symptomes causes par cet agent pathogene sont surtout superficiels mais ils engendrent des 
pertes economiques tres importantes pour l'industrie. Les strategies pour lutter contre cette 
maladie sont surtout culturales puisqu'il n'existe pas de pesticide cible a S. scabiei. Le pouvoir 
pathogene de cette bacterie repose surtout sur la synthese d'une phytotoxine, appelee 
thaxtomine A. Le tryptophane est Pun des deux precurseurs biosynthetiques de la thaxtomine 
A. Par contre, il a ete demontre que l'ajout de tryptophane au milieu de culture de S. scabiei 
induit une forte diminution de synthese de la phytotoxine. Ce type de repression de synthese 
par les precurseurs semble etre un phenomene unique, autant chez les procaryotes que chez les 
eucaryotes. Les bacteries du genre streptomycetes produisent aussi une foule d'autres 
composes, certains synthetises aussi a partir de tryptophane. C'est le cas de Pauxine, une 
hormone de croissance vegetale regulant divers phenomenes de croissance chez les plantes. 
Chez la majorite des bacteries du sol, la synthese d'auxine est augmentee en presence de 
tryptophane, mais cela n'a pas ete verifie pour S. scabiei. 
L'objectif de notre travail a ete d'evaluer Pinfluence du tryptophane sur Pexpression des 
genes de synthese de thaxtomime A, sur la production ainsi que Pexpression des genes de 
synthese de Pauxine et ensuite, sur le pouvoir pathogene de S. scabiei. Les resultats obtenus 
indiquent que le tryptophane reprime Pexpression des genes de synthese de la thaxtomine A. 
Parallelement, une forte augmentation de production d'auxine a ete observee avec ajout 
exogene de tryptophane au milieu de culture, sans qu'il y ait modulation des genes de synthese 
de Pauxine. Le pouvoir pathogene de S. scabiei a ete evalue en presence de tryptophane, avec 
un systeme in planta utilisant des plantules de radis, un hote alternatif a S. scabiei. Les 
resultats obtenus ont permis d'affirmer que S. scabiei, en certaines conditions, pouvait agir 
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comme promoteur de la croissance des vegetaux. En effet, en presence de certaines 
concentrations de tryptophane, les plantes hotes inoculees par S. scabiei avaient une meilleure 
croissance que des plantes non inoculees dans les memes conditions de tryptophane. Cette 
etude remet en question la classification de S. scabiei, considere jusqu'ici comme un agent 
phytopathogene typique. Evidemment, cela ouvre la voie a des methodes de luttes alternatives 
contre la gale commune. L'application de ces conditions aux champs est peu envisageable, a 
court terme, mais le developpement de composes ayant un effet similaire a celui du 
tryptophane (au niveau de 1'inhibition de synthese de la thaxtomine A et de la promotion de 
synthese de l'auxine) est une voie de recherche interessante. De plus, une comprehension plus 
poussee du mecanisme d'inhibition de synthese de la thaxtomine A par le tryptophane serait 
souhaitable. 
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Les bacteries du genre Streptomyces sont ubiquitaires dans le sol. En fait, une tres grande 
proportion des bacteries isolees a partir d'echantillons du sol font partie de ce genre bacterien 
(Lloyd, 1969). La majorite d'entre elles ont un comportement saprophyte, c'est-a-dire qu'elles 
degradent la matiere organique environnante pour y tirer les nutriments essentiels a leur 
croissance. Elles secretent ainsi diverses enzymes extracellulaires qui decomposent certains 
polymeres complexes de la matiere organique (Kieser et al, 2000). 
Les streptomycetes sont aussi caracterises par leur cycle de vie complexe, qui ressemble fort a 
celui des champignons. Lorsqu'ils sont presents dans le sol sous forme de spores, cela leur 
confere un certain avantage puisque ces structures resisteront aux conditions 
environnementales variables du sol, plus particulierement a la dessiccation. Lorsque les 
conditions sont favorables, les spores germent; il en emerge un tube germinatif. Celui-ci se 
developpe en mycelium basal, compose d'hyphes branches coenocytiques. La croissance de la 
colonie se poursuit et passe eventuellement en metabolisme secondaire. Le metabolisme 
secondaire est le stade du cycle de vie dans lequel les bacteries synthetisent des composes 
organiques non essentiels a leur survie, mais qui peuvent leur procurer certains avantages. 
Selon les conditions environnementales, le mycelium en croissance se differencie pour former 
le mycelium aerien, dormant 1'allure feutree aux colonies. La croissance des hyphes aeriens 
s'arrete et une septation se produit, generant ainsi des compartiments avec un seul bagage 
genetique. S'ensuivent d'autres changements morphologiques typiques des spores en 
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formation : un epaississement de la paroi, une production de pigments dormant aux colonies 
un aspect caracteristique, etc. Eventuellement, ces spores se detacheront de la colonie et 
permettront la survie ainsi que la propagation de l'espece (Kieser et al, 2000). 
Dans le sol densement peuple de microorganismes, les bacteries sont fortement en competition 
avec les autres organismes pour l'acces aux nutriments. Les streptomycetes sont de grands 
producteurs de divers antibiotiques. C'est generalement lorsque les bacteries sont au stade de 
metabolisme secondaire que les molecules bioactives sont secretees. Ces composes peuvent 
avoir des proprietes herbicides (Satoh et al, 1993 ; Schwartz et al, 2004), antifongiques 
(Frandberg et al, 2000 ; Woo et al, 2002), antibacteriennes (He et al, 2002 ; Lu et al, 2009) 
antiparasitiques (Dietera et al, 2003 ; Sun et al, 2002) et meme anticancereuses (Motohashi et 
al, 2009 ; Shen et al, 2001). En fait, plus du deux tiers des antibiotiques connus d'origine 
naturelle ont ete isoles et purifies a partir de cultures de Streptomyces spp. (Kieser et al, 
2000). C'est ce qui explique pourquoi les streptomycetes sont des organismes tres etudies et 
utilises dans les domaines pharmaceutique et biotechnologique. De plus, certaines souches de 
streptomycetes demontrent des proprietes antagonistes envers d'autres souches, c'est-a-dire 
qu'elles ont la capacite de refrener leur croissance ou leur virulence, dans le cas d'organismes 
pathogenes (Cao et al, 2004 ; El-Abyad et al, 1993 ; Rothrock et Gottlieb, 1981). Le 
developpement de biopesticides axe sur Taction d'agents de lutte biologique est base sur ce 
phenomene et constitue un domaine de recherche prometteuse. Par exemple, le fongicide 
biologique Mycostop commercialise par la compagnie Verdera Oy (http://www.verdera.fi), est 
base sur le pouvoir antagoniste de Streptomyces griseoviridis envers Fusarium sp., Pythium 
sp. et Phytophtora sp., qui sont des agents pathogenes de cultures agronomiquement 
importantes (Tahvonen, 1986). Plusieurs autres streptomycetes sont aussi a 1'essai comme 
agent de biocontrole, bien que pour la majorite, ce soit encore au niveau experimental 
(Bressan et al, 2005 ; Sabaratnam et al, 2002 ; Xiao et al, 2002). 
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Le genome des streptomycetes, de taille relativement grande pour des procaryotes (jusqu'a \2 
Mpb), est sous forme d'un chromosome lineaire accompagne ou non de plasmides, selon 
l'espece. Le sequencage complet de l'organisme modele de ce genre bacterien, Streptomyces 
coelicolor, a ete termine en 2002 (Bentley et al, 2002). Le chromosome lineaire de cette 
espece a 8,7 Mpb, pour une prevision de genes codant pour 7 825 proteines. Comme tous les 
streptomycetes, S. coelicolor possede un genome riche en guanine et cytosine (72,1%) (Kieser 
etal, 2000). 
PATHOLOGIES CAUSEES PAR LES STREPTOMYCETES 
La tres grande majorite des Streptomyces ne sont pas pathogenes, que ce soit envers les 
animaux ou les plantes. Parmi plus de 500 especes composant ce genre, il n'existe que 
quelques especes causant des pathologies aux animaux. Les especes S. somaliensis et S. 
sudanensis causent des pseudo-tumeurs a l'humain, aussi appelees mycetomes (Quintana et 
al, 2008 ; Naim-Ur-Rahmann et al, 1987). Ces infections consistent en une introduction 
accidentelle du microorganisme dans les tissus, ou il prolifere et forme des granules. Par 
contre, l'apparition de mycetomes reste relativement peu frequente et survient surtout dans les 
pays tropicaux, ou les gens se promenent pieds nus. Si non traitees, ces infections peuvent 
generer des deformations severes, necessiter une amputation ou meme causer la mort. Par 
contre, une medication appropriee peut rapidement enrayer 1'infection (Lichon et 
Khachemoune, 2006). 
Par ailleurs, un peu plus d'une dizaine d'especes de streptomycetes sont phytopathogenes. Les 
legumes racines et la pomme de terre sont les principales cultures affectees (Locci, 1994 ; 
Loria et al, 2006). Les symptomes retrouves sur les legumes sont generalement superficiels, 
c'est-a-dire que les dommages causes n'affectent pas la qualite nutritive de la chair du produit 
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(Bouchek-Mechiche et al, 2000b). 
Streptomyces ipomoeae cause des pertes tres importantes aux producteurs de patates douces 
(Ipomoea batatas) (Person et Martin, 1940). Les symptomes de la pourriture molle se 
retrouvent autant sur les racines et rhizomes tuberises de la plante que sur le produit entrepose. 
Dans le cas des symptomes causes par S. ipomoea, il ne s'agit pas seulement de symptomes 
superficiels puisque S. ipomoea cause aussi une pourriture des structures affectees. A part des 
methodes culturales, il existe peu de moyens de lutte contre cet agent pathogene (Ristaino, 
1993 ; Ristaino et Averre, 1992). 
La rousselure, aussi appelee gale superficielle de la pomme de terre, est une maladie de la 
pomme de terre identifiee en Europe et en Amerique depuis le debut du siecle (Harrison 
1962). Les symptomes se presentent comme des nervures liegeuses reticulees sur la surface 
des pommes de terre, alterant ainsi la qualite marchande des tubercules (Locci, 1994). 
Streptomyces aureofaciens (Faucher et al., 1993), Streptomyces reticuliscabiei (Bouchek-
Mechiche et al., 2000a) et Streptomyces cheloniwnii (Natsume et al., 2005) sont les 
principales especes identifiees comme agents causals de la rousselure. 
La gale commune de la pomme de terre est la plus repandue des maladies causees par les 
streptomycetes (Agrios, 2004). Les symptomes retrouves sur les tubercules infectes se 
presentent comme des lesions peu profondes, ayant une texture liegeuse et rugueuse, plus ou 
moins en relief (Figure 1.). Les lesions ne se forment que sur les tissus vegetaux en croissance. 
Elles n'ont pas de formes specifiquement rondes ou regulieres, mais peuvent recouvrir une 
bonne partie de la surface de la pomme de terre si 1'infection est severe. Puisque la chair du 
tubercule n'est pas affectee, le rendement et la valeur nutritive du produit ne sont pas 
modifies. Par contre, les symptomes, surtout esthetiques, provoquent un declassement du 
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produit, ce qui induit une baisse significative de la valeur marchande des pommes de terre 
(Hill et Lazarovits, 2005). 
Figure 1. Pommes de terre (A) saines et (B) presentant des symptomes de gale 
commune 
Streptomyces scabiei est 1'agent causal principal de la gale commune de la pomme de terre. 
Isole pour la premiere fois, il y a plus d'un siecle par Thaxter (1891), qui le nomma Oomyces 
scabies, « un microorganisme presentant une structure filamenteuse avec des chaines de 
spores grises et spiralees ». Lambert et Loria (1989a) ont fait une description plus detaillee et 
exiMostive des caracleristiqaes die sette bacterie, qui a finalemeis: ete renorxxiee Streptomyces 
scabiei (Trtiper et De'clari, 1997) afin d'etre conforme au International Code of Nomenclature 
of Bacteria. S. scabiei est une bacterie aerobie, pouvant utiliser plusieurs composes organiques 
comme seule source de carbone et d'azote. Les colonies matures produisent de la melanine, un 
pigment gris fonce. Les differentes souches de S. scabiei produisent des spores de 0,5 a 1 um, 
grises, enchainees en spirales de 20 spores ou plus. Le sequencage du genome de S. scabiei est 
complete ; il comporte un chromosome lineaire de 10,1 Mpb, avec un taux de G+C de 71,4 % 
(http://www.sanger.ac.uk/Projects/S_scabies/). L'annotation du genome, qui consiste a predire 
la fonction des sequences d'ADN codantes pour des proteines putatives est en cours. 
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La bacterie phytopathogene S. scabiei n'attaque pas specifiquement la pomme de terre. Elle 
cause des dommages semblables a ceux observes sur la pomme de terre chez des legumes 
racines, dont la carotte, la betterave, le panais et le radis (Goyer et Beaulieu, 1997). De plus, S. 
scabiei peut aussi affecter la croissance de diverses especes vegetales, monocotyledones ou 
dicotyledones, et ce, lorsque celles-ci sont au stade de jeunes plantules (Leiner et al, 1996). 
Les symptomes causes par S. scabiei sur les plantules sont majoritairement des necroses aux 
extremites racinaires ainsi qu'une diminution generate de la croissance du systeme racinaire. 
Plusieurs autres especes ont ete identifiees comrne agent causal de la gale commune : 
Streptomyces turgidiscabies, Streptomyces europaeiscabiei, Streptomyces stelliscabies, 
Streptomyces luridiscabiei, Streptomyces niveiscabiei et Streptomyces punisciscabiei 
(Miyajima et al, 1998; Bouchek-Mechiche et al, 2000a; Park et al, 2003). Elles se 
distinguent de S. scabiei au niveau morphologique et phenotypique, mais des etudes 
d'homologie au niveau du bagage genetique confirment aussi la difference entre chaque 
espece. Une autre espece, Streptomyces acidiscabies, cause la gale commune dans des sols 
acides (aussi appelee gale acidophile), sa croissance etant optimale a pH 4.0 (Lambert et 
Loria, 1989b). La morphologie de cette bacterie est aussi relativement differente de celle de S. 
scabiei (chaines de spores plus flexibles et rougeatres). Observee pour la premiere fois dans le 
Maine en 1953, l'importance de la gale en sols acides semble s'accroitre, surtout au Nord Est 
des Etats-Unis (Lambert et Loria, 1989b). 
METHODES DE CONTROLE DE LA GALE COMMUNE 
La pomme de terre est l'un des aliments les plus consommes au monde (FAO, 2008). Au 
Canada, la culture de ce tubercule arrive au premier rang des productions maraicheres 
(Statistiques Canada, 2009). En 2006, la production de pommes de terre generait 33% des 
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recettes monetaires liees a la production de legumes, soit 911 millions de dollars canadiens. 
Un peu plus du quart de la production canadienne se fait a l'lle du Prince-Edouard et environ 
10% au Quebec (Statistiques Canada, 2009). 
Bien qu'etant de culture facile et dormant des rendements eleves dans differents 
environnements, la pomme de terre est aussi susceptible a une foule de differentes maladies. 
La gale commune est consideree comme l'une des maladies provoquant le plus de pertes pour 
les producteurs canadiens. Selon un sondage mene aupres de ceux-ci, les pertes encourues par 
cette maladie se chiffraient, pour l'annee 2002, a plus de 15 millions de dollars (Hill et 
Lazarovits, 2005). De plus, toutes les aires de production de pomme de terre au monde 
peuvent etre affectees par la gale commune. 
II n'existe aucun pesticide efficace et autorise pour controler la gale commune de la pomme de 
terre au Canada. Les moyens mis en place pour limiter Pemergence de cette maladie sont 
surtout des techniques culturales (Lerat et al, 2009). Tout d'abord, le fait de conserver un pH 
du sol bas limite le developpement de la gale commune par S. scabiei, puisque celle-ci evolue 
dans une gamme de pHs variant entre 5,5 et 7,0. II a ete demontre que l'application de divers 
composes, surtout des engrais a base de sulfate, permet d'abaisser le pH et de diminuer du 
coup l'incidence de la gale commune (Mizuno et al, 2000 ; Pavlista, 2005). Toutefois, 
puisque S. acidiscabies evolue mieux en sol a pH < 5,0, cette strategic peut favoriser la 
croissance de cette espece. 
D'autres methodes culturales sont egalement recommandees. Une irrigation abondante et 
adequate permet aussi de diminuer la severite des symptomes (Lapwood et al, 1971). 
Plusieurs etudes rapportent Pinfluence positive de l'application d'engrais verts ou de fumier 
aux champs dans le controle de la gale commune. II semblerait que l'ajout de certaines 
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matieres organiques defavorise la croissance de S. scabiei, par exemple des engrais verts 
provenant de cultures de feves de soya ou d'especes de la famille des brassicacees, (Mishra et 
Srivastava, 2004 ; Conn et Lazarovits, 1999 ; Larkin et Griffin, 2007). La degradation de la 
matiere organique ajoutee au sol libererait des composes organiques volatiles, entre autres des 
glucosinolates. Ces composes sulfates modifient la composition des communautes 
microbiennes du sol, et ce, au detriment des especes causant la gale commune (Larkin et 
Griffin, 2007). Par contre, l'application de ces differentes pratiques culturales n'est pas 
garante d'une recolte exempte de gale commune. Ces pratiques peuvent meme favoriser 
l'etablissement d'autres microorganismes phytopathogenes. 
Evidemment, l'emploi de semences certifiees exemptes de gale commune ou de cultivars 
tolerants a la gale commune sont aussi des strategies fortement recommandees pour contrer la 
maladie. D'ailleurs, le developpement de cultivars resistants, ou du moins, tolerants a la S. 
scabiei est une voie de recherches prometteuses (Hiltunen et al, 2005 ; Wilson et al, 2008). 
L'utilisation d'agents antagonistes a S. scabiei semble aussi etre une avenue de lutte 
encourageante, mais les recherches a ce sujet sont encore, a ce jour, a l'etape experimentale 
(Agbessi et al., 2003 ; Hiltunen etal, 2009 ; Jobin et al, 2005 ; Neeno-Eckwall et al, 2001). 
LA THAXTOMINE 
Le pouvoir pathogene de Streptomyces scabiei repose principalement sur la production de 
toxines faisant partie de la famille des thaxtomines, ayant comme structure commune un 
cyclo-(L-4-nitrotryptophane-L-phenylalanine) (King et al, 1989). Les membres de la famille 
des thaxtomines se distinguent par les groupements retrouves sur la structure de base, par 
exemple, des alcools ou des alcanes (King et al, 1992). La forme de thaxtomine 
principalement secretee par S. scabiei est la thaxtomine A (Figure 2). 
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Figure 2. Structure chimique de la thaxtomine A 
La thaxtomine A est synthetisee chez S. scabiei a partir de deux precurseurs d'acides amines 
aromatiques, le tryptophane et la phenylalanine (Lauzier et al, 2002). Le tryptophane serait 
tout d'abord nitrifie par une oxyde nitrique synthetase, codee par le gene nosltxtD. II a ete 
demontre chez S. turgidiscabies qu'en l'absence de ce gene pour un mutant de deletion du 
gene nosltxtD, il ne semblait pas y avoir de thaxtomine synthetisee (Kers et al., 2004). Par la 
suite, le tryptophane nitrifie et la phenylalanine sont cyclises par un peptide synthetase non 
ribosomal compose de TxtA et TxtB, liant specifiquement la phenylalanine et le 4-
nitrotryptophane, respectivement. Cette enzyme est responsable de la methylation, de 
l'acyladenylation, de la thioesterification ainsi que de la methylation des deux acides amines 
precurseurs (Healy et al, 2000 ; Johnson et al., 2009). Une fois la cyclisation completee, un 
cytochrome P450 monooxygenase, code par le gene txtC (Healy et al, 2002) vient hydroxyler 
le precurseur cyclise de thaxtomine A. 
Plusieurs etudes ont confirme le role preponderant de cette molecule en lien avec les 
symptomes de gale commune : 
• les symptomes obtenus sur des tubercules mis en contact avec de la thaxtomine A 
purifiee, sont semblables a ceux observes sur des tubercules infectes par S. scabiei 
(Lawrence et al., 1990) 
• la forte correlation entre la quantite de thaxtomine A produite par differentes 
souches de S. scabiei et la severite des symptomes observes sur des tubercules 
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inocules par ces souches (King et al, 1991), 
• le pouvoir pathogene fortement altere de souches mutantes de S. scabiei produisant 
peu ou pas de thaxtomine A, ce qui a ete teste sur des plantes notes (Goyer et al, 
1998), 
• la perte totale du pouvoir pathogene pour des mutants ayant une deletion des genes 
de biosynthese de la thaxtomine (Healy et al, 2000). 
Le mode d'action de la thaxtomine A sur les cellules vegetales n'est pas completement 
elucide. II semble que la phytotoxine induit une inhibition de la synthese de la cellulose (Fry et 
Loria, 2002). II a aussi ete demontre que la thaxtomine A cause une alteration des flux de Ca2+ 
et d'H+ et semble induire la mort cellulaire programmed (Duval et al; Errakhi et al, 2008 ; 
Meimoun etal, 2009). 
FACTEURS MODULANT LA PRODUCTION DE THAXTOMINE 
La production de thaxtomine A chez S. scabiei depend de la presence d'inducteurs d'origine 
vegetale. Lorsqu'il est en contact avec une plante hote, S. scabiei synthetise la toxine. Par 
contre, lorsqu'il est cultive en milieu liquide, certains extraits vegetaux doivent etre presents 
pour qu'il y ait production de la toxine. Plusieurs milieux fabriques a partir de differents 
extraits vegetaux ont ete testes (Beausejour et al, 1999). Parmi ceux permettant une bonne 
synthese de thaxtomine A, deux milieux sont utilises de maniere routiniere. Le premier est un 
bouillon de culture riche prepare a partir de son d'avoine (Beausejour et al, 1999). Une 
culture de S. scabiei dans ce bouillon de son d'avoine produira une quantite de thaxtomine A 
de l'ordre du milligramme. Le second est un milieu plus defini, beaucoup moins riche. II est 
compose de D-(+)-cellobiose et de suberine (Lerat et al, 2010). La synthese de thaxtomine A 
dans ce milieu est de cinq a dix fois moins elevee qu'en bouillon de son d'avoine. Le 
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cellobiose est un disaccharide provenant de la degradation de la cellulose, alors que la 
suberine est une structure parietale retrouvee au niveau de l'ecorce de certains arbres et a la 
surface des tubercules de pomme de terre. Selon le modele propose par Bernards (2002), elle 
est composee a la fois d'un domaine poly(phenolique) et d'un domaine poly(aliphatique). Les 
acides gras de ce dernier domaine sont lies par des liens ester. 
Le role du cellobiose dans la production de la thaxtomine A a ete elucide. La presence du 
cellobiose permet d'induire la production de thaxtomine A chez S. acidiscabies et S. 
turgidiscabies (Wach et ah, 2007). II a ete montre que ce diholoside est le ligand de TxtR, un 
regulateur de transcription positif de type AraC/XylS qui controle ['expression des genes de 
synthese de la thaxtomine txtAB, nos et txtC. Cela suggere aussi que les genes de synthese de 
la thaxtomine sont organises en un operon (Joshi et ah, 2007b). Le role de la suberine dans la 
synthese de thaxtomine A reste encore a elucider, mais les travaux de Lerat et ah (2010) 
suggerent que la presence de suberine stimule 1'entree en metabolisme secondaire, un pre-
requis pour la production de metabolites secondaires telle la thaxtomine. 
L'influence de certains autres composes sur la production de thaxtomine A par 5*. scabiei a 
aussi ete investiguee. Dans un milieu supplements de 0,1 % de glucose, la production de 
thaxtomine A diminue de 13 % et est completement reduite lors de l'ajout de 0,5 % de glucose 
(Babcock et ah, 1993). Par ailleurs, lorsqu'ils sont ajoutes au milieu de culture, les precurseurs 
biosynthetiques de la thaxtomine ont un effet tres surprenant sur la synthese de la phytotoxine. 
Generalement, chez les procaryotes, la biosynthese de divers metabolites est augmentee en 
presence de fortes concentrations de leurs precurseurs dans le milieu de culture. C'est ce qui a 
ete observe pour diverses especes de streptomycetes. Chez S. clavuligerus, S. antibioticus ou 
S. avermitilis, l'ajout de precurseurs biosynthetiques pour l'acide clavulanique, 
l'oleandomycine ou l'avermectine Bla, respectivement, augmente la production de ces 
molecules (Romero et ah, 1986 ;Vilches et ah, 1990 ; Xu et Pen, 1999). Mais l'ajout des 
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precurseurs de synthese de la thaxtomine A, chez S. scabiei, provoque 1'effet inverse. En effet, 
il a ete demontre par Lauzier et al. (2002) ainsi que Babcock et al. (1993) qu'un apport 
exogene de tryptophane ou de phenylalanine inhibe fortement la production de la phytotoxine. 
Par contre, les milieux de culture utilises pour ces etudes etaient des bouillons riches, non 
definis, dans lesquels les concentrations intrinseques de tryptophane ou de phenylalanine 
etaient inconnues. L'effet de la presence de ces acides amines contaminants, faibles mais 
inconnus, pourrait etre non negligeable. 
ILOT DE POUVOIR PATHOGENE CHEZ STREPTOMYCES SCABIEI 
L'analyse et la comparaison de ces genomes ont permis de mieux comprendre comment 
revolution du bagage genetique des organismes s'operait. L'evolution et la reorganisation de 
ces genomes a travers le temps se sont faites par differents processus : mutations spontanees, 
rearrangements, deletions ou insertion d'ADN etranger en sont quelques exemples. 
L'acquisition de bagage genetique etranger peut se faire suite a une integration d'elements 
genetiques mobiles relativement petits, par exemple, des plasmides conjugatifs, des 
transposons, des bacteriophages ou par l'integration d'ilots genomiques de grandes tailles 
(Frosted/., 2005). 
De la meme maniere, certains genes de virulence semblent avoir ete transmis de souches 
bacteriennes pathogenes vers des non pathogenes via un type d'ilot genomique appele ilots de 
pouvoir pathogene («pathogenicity islands », PAI) (Schmidt et Hensel, 2004). Les ilots de 
pouvoir pathogene ont une structure commune comprenant les caracteristiques suivantes : 
• Pilot contient au moins un gene de virulence; 
• l'ilot est present chez les souches bacteriennes pathogenes mais absent chez des 
souches non pathogenes de la meme espece ou d'especes phylogenetiquement 
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rapprochees; 
• la taille de l'ilot est assez grande, variant de 10 jusqu'a 200 kpb ; 
• le contenu en G+C de l'ilot peut etre different du contenu en G+C du genome de la 
bacterie; 
• la localisation de l'ilot dans le genome est souvent a proximite des genes des ARNt; 
• l'ilot presente souvent des patrons caracteristiques aux elements genetiques mobiles, 
il est, par exemple, souvent borde de repetitions directes, il contient des genes codant 
pour des transposases, integrases, des sequences d'insertions, etc.; 
• une frequence de deletion spontanee plus elevee pour l'ilot que pour le reste du 
bagage genetique, ainsi qu'une instabilite genetique generate de l'ilot; 
• l'allure generate de l'ilot est frequemment heterogene, autant au niveau du contenu 
en G+C dans l'ensemble de l'ilot qu'au niveau de l'organisation des genes. Ceci peut 
resulter de 1'integration de multiples elements genetiques mobiles acquis a differents 
temps et provenant de diverses souches donneuses (Schmidt et Hensel, 2004). 
Chez les especes causant la gale commune de la pomme de terre, un ilot de pouvoir pathogene 
a ete identifie. Les elements caracterisant les ilots de pouvoir pathogene sont, pour la plupart, 
retrouves sur l'ilot des especes causant la gale commune de la pomme de terre (Kers et al, 
2005 ; Wanner, 2006). Un large ilot genetique mobilisable, contenant les genes du pouvoir 
pathogene, fut tout d'abord identifie chez S. turgidiscabies. La taille de cet ilot genetique est 
estimee entre 325 et 660 kpb (Kers et al, 2005). Des essais de transferts du PAI de S. 
turgidiscabies vers S. coelicolor et S. diastatochromogenes, deux especes non pathogene, ont 
ete effectues par Kers et al. (2005). L'acquisition du PAI conferait a S. diastatochromogenes 
le pouvoir pathogene, mais pas a S. coelicolor, confirmant ainsi la mobilisation de l'ilot. Sur le 
PAI de S. turgidiscabies se trouvent divers genes typiquement associes aux elements 
genetiques mobiles. On y retrouve aussi les genes de synthese de la thaxtomine (txtABC et 
nos) ainsi que quelques autres genes de virulence : un gene responsable de la necrose de tissus 
vegetaux (necl), un gene codant pour un tomatinase (tomA) ainsi qu'un gene codant pour un 
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phenomene de fasciation (fas). 
L'etude du PAI de S. scabiei indique que les genes de Pilot de pouvoir pathogene sont 
organises differement de ceux du PAI de S. turgidiscabies (Lerat et al, 2009). Les genes de 
synthese de la thaxtomine sont eloignes d'environ 5 000 kpb des autres genes de virulence 
chez X scabiei, alors que cette distance chez S. turgidiscabies est de moins d'une centaine de 
bases (Kers et al, 2005 ; Lerat et al, 2009). Selon Lerat et al. (2009), la separation physique 
des genes du PAI confere aussi des proprietes differentes aux deux regions genomiques. La 
premiere region de l'ilot, appelee « region toxicogenique », se situe a 3596-3653 kpb sur le 
chromosome. Les genes de virulence essentiels pour Petablissement des symptomes, incluant 
ceux codant pour les enzymes de synthese de la thaxtomine A (txtABC et nos), sont retrouves 
dans cette region. On retrouve aussi, dans cette region de l'ilot de pouvoir pathogene, des 
genes impliques dans la synthese de bacteriocine de type lantibiotique, qui sont des composes 
antibacteriens synthetises par certains streptomycetes et un autre genre de bacteries a Gram +, 
le Streptococcus (Willey et van der Donk, 2007). La synthese de bacteriocine chez S. scabiei 
n'a pas ete verifiee experimentalement. Sur l'ilot se retrouve aussi un groupement des genes 
homologues aux genes rarA-E (restoration of aerial mycelium formation in an amJR mutant) 
de S. griseus, qui sont de genes impliques dans le developpement du mycelium aerien, 
s'operant lors de P entree en metabolisme secondaire (Komatsu et al, 2003). Un possible lien 
entre le passage en metabolisme secondaire et la mise en place du pouvoir pathogene pourrait 
etre une piste de recherche interessante. 
La « region de colonisation », situee de 8 471 a 8 581 kpb sur le chromosome de S. scabiei, 
contient beaucoup plus de sequences codantes. Deux genes de virulence sont presents sur cette 
partie de l'ilot. Le gene necl code pour une proteine ayant des proprietes necrotiques sur les 
cellules vegetales. II a ete demontre que Pexpression de cette proteine seule etait suffisante 
pour provoquer des necroses sur des disques de tubercules de pomme de terre (Bukhalid et al, 
1998). Par contre, la virulence d'un mutant Anecl chez S. turgidiscabies n'etait pas 
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completement abolie (Joshi et al, 2007a). Necl contribue ainsi a la virulence des organismes 
causant la gale commune, mais il ne semble pas necessaire au pouvoir pathogene. Le gene de 
virulence tomA code pour une tomatinase (Seipke et Loria, 2008). Cette enzyme detoxifie l'a-
tomatine, une molecule antimicrobienne produite par les vegetaux. TomA pourrait etre 
implique dans la suppression de defense des plantes, mais selon Seipke et Loria (2008), il ne 
serait pas essentiel pour l'etablissement des symptomes. 
Dans l'ilot de colonisation, des sequences codantes" pour diverses enzymes cataboliques ont 
aussi ete identifiees, mais le role de ces enzymes dans le pouvoir pathogene n'est pas encore 
caracterise. 
En plus d'etre separe en deux sections, un autre element differe entre le PAI de S. scabiei et 
celui de S. turgidiscabies. S. turgidiscabies possede un facteur de virulence supplemental. II 
s'agit de l'operon fonctionneiyas', mis en evidence par Joshi et al. (2007c) et situe sur l'ilot de 
pouvoir pathogene de cet organisme. II est homologue a l'operon fas retrouve chez 
Rhodococcus fascians. Cet agent phytopathogene a Gram + cause tumeurs, deformations 
foliaires et autres malformations de croissance au niveau du site d'infection chez de 
nombreuses especes vegetales (Goethals et al, 2001). Le pouvoir pathogene de cet organisme 
repose surtout sur la production de cytokinine, dont la biosynthese est regulee par les genes de 
l'operon^/os. Un debalancement dans la quantite d'hormones provoque un dereglement dans la 
croissance de l'hote, generant les symptomes causes par R. fascians. Chez S. scabiei et S. 
acidiscabies, cet operon est absent. II est ainsi fort probable que l'operon fas de S. 
turgidiscabies ait ete acquis par transfert horizontal de gene pour s'integrer a l'ilot de pouvoir 
pathogene, suite a l'integration des genes de synthese de la thaxtomine. Les symptomes de 
gale causes par S. turgidiscabies sont generalement plus boursoufles que ceux causes par S. 
scabiei. II serait interessant de verifier si la cytokinine, synthetisee seulement chez S. 
turgidiscabies, influence Papparition de ces symptomes typiques. 
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GENES NE SE RETROUVANT PAS DANS LE PAI MAIS POUVANT JOUER UN ROLE DANS 
L'INTERACTION ENTRE S. SCABIEI ET LA PLANTE 
Differentes substances peuvent etre secretees par les microorganismes du sol pour entrer en 
contact avec les plantes. En plus des facteurs de virulence codes par les genes du PAI, d'autres 
composes produits par S. scabiei peuvent interagir avec les structures vegetales souterraines. 
Par exemple, une esterase extracellulaire a ete isolee chez S. scabiei par McQueen et Schottel 
en 1987. lis ont demontre que cette esterase utilisait la suberine comme substrat. L'esterase 
pourrait ainsi faire partie de 1'arsenal de pouvoir pathogene de S. scabiei, en etant impliquee 
dans la reconnaissance de l'hote et la penetration dans les tissus. De plus, il semble que cette 
activite esterasique soit absente chez des souches non pathogenes (McQueen et Schottel, 
1987). 
Les phytohormones sont des hormones de croissance produites par les vegetaux. Ce sont des 
substances chimiques qui regulent divers phenomenes de croissance des plantes, mais qui 
peuvent aussi intervenir dans le dialogue moleculaire des plantes. II existe diverses families 
d'hormones de croissance : les auxines, les gibberellines, les cytokinines, l'acide abscissique 
et l'ethylene (Taiz et Zeiger, 2006). Plusieurs bacteries du sol ont la capacite de synthetiser 
certaines de ces hormones de croissance (Costacurta et Vanderleyden, 1995). Ces 
rhizobacteries peuvent ainsi influencer la croissance ou la morphologie de l'hote auxquelles 
elles sont associees. Les auxines, cytokinines ou autres hormones ainsi produites par les 
bacteries promotrices de la croissance de vegetaux (plant growth promoting rhizobacteria, 
PGPR) contribueront a une meilleure croissance de l'hote. Au contraire, les bacteries 
phytopathogenes synthetisant ces phytohormones provoqueront un debalancement hormonal et 
influenceront negativement la croissance de la plante associee, generant ainsi les symptomes 
de la maladie (Jameson, 2000). En effet, selon la quantite ou le type de phytohormones excrete 
par les microorganismes ainsi que selon d'autres facteurs environnementaux, l'influence de ces 
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molecules sur diverses fonctions metaboliques vegetales pourront etre benefiques ou nuisibles 
pour la croissance de la plante associee (Taiz et Zeiger, 2006). 
Les streptomycetes, dont S. scabiei, peuvent aussi produire une autre hormone de croissance, 
l'auxine (Figure 3), ou acide indole-3-acetique (IAA) (Manulis et al, 1994). Cette hormone 
regule divers phenomenes de la croissance des plantes, entre autres, la division et l'expansion 
cellulaire (Bartel, 1997 ; Woodward et Bartel, 2005). Chez la majorite des especes (vegetales 
et bacteriennes) synthetisant l'auxine, le precurseur de synthese est le tryptophane (Patten et 
Glick, 1996). Le role de l'auxine dans le pouvoir pathogene de S. scabiei n'a jamais ete 
verifie. 
Figure 3. Structure chimique de l'auxine (acide indole-3-acetique) 
Le groupe de Mcintosh et al (1981) a etudie l'effet de repandre des auxines de synthese 
(l'acide 3-5-dichlorophenoxyacetique ou d'autres molecules similaires) sur les feuilles de 
plants de pommes de terre. Les resultats obtenus etaient tres encourageants quant a la 
protection contre les symptomes de gale : le taux de gale commune sur les tubercules produits 
diminuait de 90% (Mcintosh et al, 1981). Par contre, le rendement et la taille du produit 
diminuaient significativement et beaiicoup plus de tubercules deformes etaient recoltes, ce qui 
empechait Putilisation de cette strategic en champs. Les auxines de synthese appliquees sur les 
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feuilles semblaient transloquer et s'accumuler au niveau des tubercules (Mcintosh et al, 
1985). L'effet des auxines ainsi accumulees dans les tubercules semblait alterer la reponse de 
l'hote face a l'infection. Plus recemment, un autre groupe de recherche suggerait plutot que 
1' accumulation d'auxine dans les tubercules semblait conferer une plus grande tolerance face a 
la thaxtomine A (Tegg et al, 2008). En somme, il semblerait que l'auxine puisse conferer un 
role protecteur contre la gale commune. 
OBJECTIFS DU TRAVAIL 
L'objectif de cette etude etait d'evaluer si la variation de production de thaxtomine A ainsi que 
d'auxine, resultant de la presence du tryptophane, pourrait moduler le pouvoir pathogene de S. 
scabiei. 
L'influence du tryptophane sur la production de deux metabolites ayant un role a jouer dans 
l'interaction avec les plantes a ete investiguee. En bouillon de son d'avoine, la production de 
thaxtomine A est inhibee par la presence de l'un de ces precurseurs principaux, le tryptophane 
(Lauzier et al, 2002). Nous avons verifie si cette inhibition de synthese en presence de 
tryptophane etait aussi observee dans un milieu plus defini. Simultanement, 1'influence 
positive du tryptophane sur la production d'auxine par S. scabiei a ete evaluee, puisque chez 
plusieurs autres microorganismes, la synthese d'auxine est tryptophane-dependante (Patten et 
Glick, 1996). Nous avons egalement etudie l'effet du tryptophane sur 1'expression des genes 
de synthese de la thaxtomine A et de l'auxine. 
Des essais de pouvoir pathogene de S. scabiei en presence de tryptophane ont par la suite ete 
effectues. Les effets resultants de la modulation de production des deux metabolites, due a la 
18 
presence de tryptophane, sur la croissance de plantules notes en contact avec S. scabiei 
meritaient d'etre etudies. En effet, il a ete montre que les symptomes causes par des mutants 
thaxtomine A (Goyer et al, 1998) sont significativement plus legers. Ainsi, la diminution de 
synthese de la toxine, en presence de l'un de ses precurseurs biosynthetiques, laissait presager 
que les symptomes provoques par S. scabiei sur des plantules notes seraient moins severes. De 
plus, 1'effet de l'augmentation de production d'auxine par S. scabiei sur la croissance de la 
plante nous intriguait, puisqu'il a ete montre que des auxines synthetiques accumulees au 
niveau des structures sous-terraines de plants de pommes de terre semblaient conferer plus de 
resistance a la gale commune (Tegg et al., 2008). 
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CHAPITRE 1 
ETUDE DE L'INFLUENCE DU TRYPTOPHANE SUR LE POUVOIR PATHOGENE DE STREPTOMYCES 
SCABIEI VIA LA PRODUCTION DE THAXTOMINE A ET D'AUXINE 
PREAMBULE 
Streptomyces scabiei est l'agent causal principal de la gale commune de la pomme de terre. 
Cet agent phytopathogene peut aussi alterer la croissance de la plupart des especes 
monocotyledones et dicotyledones, lorsque ces plantes sont encore au stade de jeune plantule. 
La virulence de ce microorganisme repose surtout sur la production d'une phytotoxine, la 
thaxtomine A. S. scabiei produit aussi de l'auxine [acide indole-3-acetique (IAA)], une 
hormone de croissance vegetale. Le role de cette phytohormone dans 1'interaction entre ce 
streptomycete phytopathogene et les plantes n'a pas encore ete determine. Le tryptophane est 
le precurseur biosynthetique de la thaxtomine A ainsi que de l'auxine. Alors que la synthese in 
vitro d'auxine par S. scabiei depend principalement de la quantite de tryptophane disponible, 
l'ajout de cet acide amine au le milieu de culture de S. scabiei inhibe fortement la biosynthese 
de thaxtomine A. L'expression des genes de synthese de la thaxtomine A txtA et nos est 
fortement reprimee en presence du tryptophane. Pour leur part, les genes de synthese de 
l'auxine iaaM et iaaH ne subissent aucune modulation de transcription en presence de cet 
acide amine aromatique. L'effet d'un ajout exogene de tryptophane sur le pouvoir pathogene 
de S. scabiei a ete evalue sur des plantules de radis dans un systeme gnotobiotique. L'addition 
de tryptophane reduisait les symptomes observes sur les radis inocules en comparaison avec 
des plantules non inoculees, dans les memes conditions de tryptophane. De plus, aux 
concentrations de tryptophane les plus fortes, S. scabiei agissait comme un promoteur de la 
20 
croissance des plantes. 
La contribution des auteurs du manuscrit est la suivante. Philippe Nicolas a fait des essais 
preliminaires de l'influence du tryptophane sur le pouvoir pathogene de S. scabiei en presence 
de plantules hotes. J'ai effectue toutes les experimentations de cette etude et effectue toute la 
redaction de cet article sous la supervision de Dr Sylvain Lerat et Pre Carole Beaulieu. Les 
professeurs Kamal Bouarab et Sebastien Beaulieu ont aussi contribues a la revision du 
manuscrit. Cet article sera soumis au journal 'Applied and Environmental Microbiology'. 
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ABSTRACT 
Streptomyces scabiei is the causal agent of potato common scab but the bacterium is also 
known for its ability to inhibit the growth of most monocot and dicot seedlings. The virulence 
of this phytopathogenic agent mainly depends upon the production of a toxin called thaxtomin 
A. S. scabiei also produces the plant growth hormone auxin [indole-3-acetic acid (IAA)] but 
the role of this hormone in the interaction between pathogenic stretomycetes and plants has 
not been elucidated yet. Tryptophan is a biosynthetic precursor of both auxin and thaxtomin A. 
While the in vitro auxin production by S. scabiei depended mostly on the availability of 
tryptophan, addition of this amino acid to a culture medium inhibited the biosynthesis of 
thaxtomin A. Expression of thaxtomin A biosynthetic genes nos and txtA were strongly 
repressed in the presence of tryptophan, however no modulation of the expression was 
observed for IAA biosynthetic genes iaaM and iaaH. The effect of an exogenous supply of 
tryptophan on S. scabiei virulence was assessed on radish seedlings grown under gnotobiotic 
conditions. Addition of tryptophan reduced symptoms of infected radish roots when compared 
to seedlings grown in the absence of the bacterium, at the same tryptophan concentration. S. 
scabiei even acted as a plant growth promoting bacterium at high tryptophan concentrations. 
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INTRODUCTION 
Most bacteria belonging to the genus Streptomyces are Gram-positive, filamentous soil 
microorganisms with a saprophytic life cycle. However, a few species are recognized as plant 
pathogenic agents and are responsible for common scab, a worldwide disease that affects most 
tap root and tuber crops (12, 30). Streptomyces scabiei is the main causal agent of common 
scab of potato. Symptoms consist of shallow, raised or deep-pitted lesions that substantially 
reduce the crop value (16, 33). Moreover, besides common scab symptoms observed on 
diverse root crops, S. scabiei also inhibits the growth of various monocot and dicot seedlings 
(28). 
Virulence of the common scab-causing Streptomyces species relies on the production of 
cyclized dipeptides called thaxtomins (24). These toxins are considered the most important 
virulence factor (13, 25, 35). Mechanism of action of thaxtomins is not fully understood but 
thaxtomins have been shown to inhibit synthesis of the plant cell wall component cellulose 
(10, 30). Thaxtomin A is the prevalent toxin produced by S. scabiei (22). Biosynthesis of this 
plant toxic compound is non-ribosomatically performed via cyclization by a peptide 
synthetase (TxtAB) of nitrated tryptophan and phenylalanine (15). Nitration of the tryptophan 
residue, catalyzed by a nitric oxyde synthase (Nos), is essential to the toxicity of thaxtomins 
(21). 
In liquid culture media, biosynthesis of thaxtomin A was shown to be induced by certain 
plant-derived compounds. For instance, oat bran broth is an excellent medium for routine 
production of thaxtomin A (5, 13). In a recent study, the presence of D-(+)-cellobiose and 
suberin were shown to induce thaxtomin A production in S. scabiei strain EF-35 (31). Other 
compounds may however inhibit thaxtomin A production. For example, glucose at a 0.5 % 
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concentration, inhibited thaxtomin A synthesis (2, 35). Scopoletin, a plant defense phytoalexin 
secreted by Nicotiana tabacum and Arabidopsis thaliana, was also shown to cause a severe 
decrease in thaxtomin A production (29). More surprisingly, the presence of the biosynthetic 
precursors of the toxin, tryptophan and phenylalanine, also caused a drastic reduction of 
thaxtomin A production in oat bran medium (27). 
Streptomyces species are also known as producers of a wide range of metabolites, including 
tryptophan-derived molecules. One of them is the phytohormone auxin [indole-3 -acetic acid 
(IAA)] (6, 40, 44). The biosynthetic pathway of IAA was elucidated in streptomycetes (36). In 
other soilborne bacteria, IAA synthesis was shown as tryptophan dependent (18, 41). 
However, the stimulation of IAA production by exogenous addition of tryptophan has not yet 
been demonstrated in S. scabiei. 
Studies by Mcintosh et al. (37, 38) and more recently by Tegg et al. (45) reported the 
beneficial role of foliar application of IAA and other auxin-like compounds against common 
scab symptoms in controlled conditions. The beneficial effect of IAA and auxin-like 
molecules was proposed to be caused by a competition between auxin and thaxtomin for a 
putative cellular binding site. Moreover, accumulation of auxin-like compounds in tubers of 
treated plants was associated with enhanced tolerance to thaxtomin A (45). However, the 
interaction between auxin and thaxtomin has not yet been clearly elucidated. 
The present paper investigates the influence of tryptophan on thaxtomin A and IAA 
production and on the transcription of the corresponding biosynthetic genes in S. scabiei. 
Since the amount of thaxtomin A synthesized by S. scabiei positively correlates with the 
severity of symptoms developed on plant host (13, 25, 35), the effect of exogenous tryptophan 
on S. scabiei virulence was examined on radish seedlings grown under gnotobiotic conditions. 
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MATERIALS AND METHODS 
PREPARATION OF BACTERIAL INOCULUM 
Streptomyces scabiei strain EF-35 (8) was cultivated in tryptic soy broth (TSB) at 30°C, in a 
rotary shaker (250 rpm) for 48 h. Cultures were then centrifuged (5 min, 4000 g), cell pellets 
were washed with sterile saline (0.85% NaCl) and resuspended in five volumes of fresh saline. 
These bacterial suspensions were thereafter used for inoculation. 
THAXTOMIN A AND IAA QUANTIFICATION IN LIQUID MEDIA 
The influence of tryptophan on thaxtomin A and IAA biosynthesis by S. scabiei EF-35 was 
assessed in two different thaxtomin A-inducing media. Rich undefined medium consisted of 
oat bran broth (OBB) which is recognized as an excellent medium for generating large 
amounts of thaxtomin A by S. scabiei strain EF-35 (5). Suberin-cellobiose medium (SCM) 
consisted of minimal medium (0.5 g L'1 L-asparagine, 0.5 g L"1 K2HPO4, 0.2 g L"1 MgS04-7 
H20 and 0.01 g L"1 FeS04-7 H20) supplemented with 0.1% (w/v) suberin and 0.7% (w/v) D-
(+)-cellobiose in order to promote thaxtomin A production (31). Bacterial inoculum (100 \iL) 
was added to 25 mL of SCM or OBB supplemented with different L-tryptophan 
concentrations (0 to 10.0 mM) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) and the culture were incubated 
for 6 days at 30°C under agitation (200 rpm). Experiments were carried out in triplicates. 
The 6 day old-OBB and -SCM cultures were centrifuged for 5 min (4000 g). Cell pellets were 
dried and weighed to quantify bacterial growth. Thaxtomin A and IAA were extracted from 
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supernatants according to Beausejour et al. (5) with the following modifications. Sample 
hanflings was performed in the dark in order to avoid IAA degradation. Supernatant pH was 
adjusted to 2.0 with HC1 5.0 N to ensure proper extraction of IAA with ethyl acetate (this did 
not alter thaxtomin A extraction yields). 
Thaxtomin A was then quantified with reverse phase high-performance liquid chromatography 
(HPLC) equipped with a Varian ProStar 215 system and a 150 x 4.6 mm Polaris C18-A 5 urn 
column. Thaxtomin A elution was carried out with a 25-75% acetonitrile linear gradient and 
detected at 249 nm with a Varian ProStar 325 UV-Vis detector. IAA was quantified at 280 nm 
using a 10-90% acetonitrile (in 0.1% acetic acid) linear gradient, modified from Vega-
Hernandez (46). Possible relationship between the amounts of IAA and thaxtomin A produced 
and tryptophan concentration was evaluated with a fit on a linear regression analysis using 
Prism (Graph Pad Software, San Diego, CA). 
GENE EXPRESSION STUDY 
The expression of genes involved in thaxtomin A and IAA biosynthesis was examined as 
follows. Five mL samples were taken from 48 h-old SCM cultures. Stop solution (0.2 volume 
of 5% acidic phenol in ethanol) was added to the samples to prevent RNA degradation. 
Bacterial cells were recovered by centrifugation (4000 g, 5 min) and stored at -80°C until 
RNA extraction. 
Extraction of total RNA was performed with the RNeasy Minikit (Qiagen, Mississauga, ON, 
Canada) following the manufacturer's instructions with addition of a sonication step (2><30 s 
on ice) to improve lysis followed by a phenol/chloroform extraction step. DNA digestion 
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following manufacturer's instructions was performed both on column (RNase-Free DNase, 
Qiagen) and after RNA elution (TURBO DNase, Ambion, Austin, TX). cDNA were generated 
by performing reverse transcription on 4 \ig total RNA with the First-Strand cDNA Synthesis 
kit (GE Healthcare, Baie d'Urfe, QC, Canada) using 72% G+C-rich random hexamers (Sigma 
Genosys, The Woodlands, TX). 
Quantitative real-time PCR (RT-qPCR) analysis of gene transcripts was conducted on the 
Stratagene Mx3000P with SYBR Green PCR master mix and JumpStart Taq DNA Polymerase 
(Sigma). PCR conditions were 95°C for 5 min followed by 35 cycles at 95°C for 15 s and 
60°C for 45 s. Primers for thaxtomin A and IAA biosynthetic genes are listed in Table 1. 
Relative quantification of transcripts was analyzed with the use of Pfaffl equation (42). 
TABLE 1. Genes targeted in this study 
Position* Sequence of the forward Sequence of the reverse 
(ORF,bp) primer (5'-3') primer (5'-3') Function Gene 





3 604 857 
(4377) 







8 348 535 
(789) 




* Start position on S. scabiei genome released by Sanger Institute 
(http://www.sanger.ac.uk/Projects/S_scabies/) 
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PATHOGENICITY ASSAYS ON RADISH SEEDLINGS 
A gnotobiotic hydroponic system with radish seedlings was used to evaluate the effect of 
tryptophan on S. scabiei virulence. Radish {Raphanus sativus cv. Cherry Belle) seedlings were 
obtained by soaking seeds in a 70% ethanol solution for 5 min, and then twice in a wash 
solution (10% commercial bleach with 0.02% sodium dodecyl sulfate) for 5 min. Seeds were 
rinsed with distilled sterile water after their passage in ethanol and wash solution and two 
more additional rinsing steps were performed after the last passage in wash solution. Seeds 
were placed on 1.5% agar plates for 48 h in the dark at 30°C. Six germinated seeds were 
placed in autoclaved growth pouches (18.0 x 16.5 cm, CYG seed germination pouch, Mega 
International, West St-Paul, MN). Pouches were covered with aluminium foil to prevent IAA 
degradation. Twenty mL of tryptophan solutions (0 mM, 2.5 mM, 5.0 raM and 7.5 mM) were 
added in each pouch. Pouches were inoculated or not with 200 uL of S. scabiei inoculum. An 
experimental unit consisted of a six-seedling per pouch and each treatment was carried out in 
four replicates. 
Pouches were placed in a growth chamber (21°C, 18-h photoperiod, 65% relative humidity) 
for 6 days. Pouches were then digitally scanned using EPSON EXPRESSION 836 XL and 
analyzed with the WinRhizo software (V. 2002c Pro Regent Instruments Inc. Quebec, QC, 
Canada) to determine total root surface. Bacterial effect represented the ratio between radish 
root surface of seedlings inoculated with S. scabiei and radish root surface of non infected 
seedlings grown in the same tryptophan condition. 
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METABOLITES QUANTIFICATION AND GENE EXPRESSION STUDY OF S. SCABIEI m GROWTH 
POUCHES 
Quantification of thaxtomin A and IAA synthesized by S. scabiei in the presence of 
tryptophan and a host plant were also determined in growth pouches. In these assays, 10 radish 
seedlings were introduced in an autoclaved growth pouch containing 18 mL of water or a 7.5 
mM tryptophan solution and 2 mL of S. scabiei inoculum. After 6 days, liquid contained in 
pouches was collected for thaxtomin A and IAA extraction and quantification, following the 
procedure described above. 
The same experimental system was also used to carry out expression studies of the thaxtomin 
A and IAA biosynthetic genes on bacteria interacting with radish seedlings for 48 to 96 h. 
Liquid was collected from pouches 48, 72 and 96 h after radish inoculation and stop solution 
was then immediately added. After centrifugation, bacterial pellets were kept at -80°C prior to 
RNA extraction and RT-qPCR (see above). 
STATISTICAL ANALYSES 
Analysis of variance for all data were performed by one-way ANOVA and the LSD test using 




THAXTOMIN A AND IAA BIOSYNTHESIS ARE INFLUENCED BY THE PRESENCE OF 
TRYPTOPHAN 
Quantification of thaxtomin A produced by Streptomyces scabiei EF-35 was performed in two 
liquid media containing plant extracts. In the absence of tryptophan, thaxtomin A production 
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FIG. 1. Thaxtomin A ( • ) and IAA (A) production by S. scabiei EF-35, per bacterial dry 
weight, as a function of different tryptophan concentrations, after 6 days of growth in (A) 
OBB and (B) SCM. Error bars indicate standard deviation of the mean (n=3). 
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However, the presence of different concentrations of the amino acid in OBB or SCM strongly 
inhibited the toxin production. At the highest concentration tested (10.0 mM tryptophan), only 
626 ± 367 |Xg g bact DW"1 of thaxtomin A was quantified in SCM whereas no thaxtomin A 
was recovered in OBB (Fig. 1). The inhibition of thaxtomin A biosynthesis was negatively 
correlated with tryptophan concentration (r2=0.563, p = 0.0003 in OBB; r2=0.645,/? = 0.0001 
in SCM., Fig. 1). 
Conversely, IAA production was strongly and significantly promoted by exogenous addition 
of tryptophan in both growth media (Fig. 1). Without tryptophan, IAA production was 11.8 ± 
6.2 and 18.1 ± 2.8 ug g bact. DW"1 in OBB and SCM, respectively (Fig. 1). IAA production 
was 47.9- and 61.0-fold higher in the presence of 10.0 mM tryptophan in OBB and SCM, 
respectively, than in non-supplemented media. IAA production was strongly linearly 
correlated with tryptophan concentrations (r2=0.816 in OBB and r2=0.965 in SCM,/? < 0.0001, 
Fig.l). 
TRYPTOPHAN INHIBITS TRANSCRIPTION OF THAXTOMIN A BIOSYNTHESIS GENES 
The two genes involved in thaxtomin A biosynthesis (txtA and nos) were downregulated by 
increasing concentrations of tryptophan (Fig. 2). The txtA and nos genes were downregulated 
in the presence of 7.5 mM tryptophan by 10-fold and 12-fold, respectively (Fig. 2). 
Quantitative RT-PCR analysis of cDNA from S. scabiei cultivated in SCM supplemented with 
tryptophan revealed that there was no significant difference (p < 0.05, ANOVA test) in the 
expression levels of the two genes involved in IAA biosynthesis, iaaM and iaaH, in 
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FIG. 2. Relative expression level of genes involved in (A) thaxtomin A and (B) IAA 
biosynthesis in S. scabiei EF-35 after 48 h of growth in suberin-cellobiose medium at different 
tryptophan concentrations, compared with non-supplemented media. Values are the mean of 
three replicates ± S. D. Bars with the same letter are not significantly different (LSD test, non-
supplemented media = a). 
TRYPTOPHAN REDUCES SEVERITY OF SYMPTOMS CAUSED BY S. SCABIEI ON RADISH 
SEEDLINGS 
In the absence of the aromatic amino acid, infection by S. scabiei caused a decrease of 52.8% 
of the radish root surface compared to non-inoculated radish seedlings (Fig. 3). Symptoms 
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caused by S. scabiei appeared as brownish roots, shortening of the primary root and inhibition 
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FIG. 3. Ratio between radish root surfaces of inoculated (S. scabiei EF-35) and non-inoculated 
(control) pouches at different tryptophan concentrations, 6 days after inoculation. Values are 
the mean of four replicates ± S. D. Bars with the same letter are not significantly different 
(LSD test). 
Addition of tryptophan in the non-inoculated growth control pouches caused several changes 
on the root system. Radish seedlings were sensitive to high concentrations of this amino acid 
which caused a reduction of total root length by about 50% (data not shown). To compare the 
effect of tryptophan on symptoms caused by S. scabiei on radish seedlings, the ratio between 
total root surface of inoculated radish at a given tryptophan concentration and total root 
surface of non-inoculated radish at the same concentration was determined, thereafter called 
the bacterial effect. Tryptophan had a significant impact regarding the bacterial effect of S. 
scabiei on total root surface of radish seedlings. Although the presence of the bacterium still 
reduced radish root surface at 2.5 mM tryptophan concentration, this negative effect relented 
when the amino acid concentration reached 5.0 mM. Moreover, S. scabiei showed positive 
effects on radish root surface at 5.0 and 7.5 mM tryptophan (Fig. 3). 
.u 
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THAXTOMIN A PRODUCTION INPLANTA IS INHIBITED IN THE PRESENCE OF TRYPTOPHAN 
Quantification of thaxtomin A and IAA was performed in growth pouches on radish seedlings 
inoculated or not with S. scabiei, and in the presence or absence of tryptophan. As observed in 
liquid media, tryptophan affected thaxtomin A production. In the inoculated control pouches, 
total thaxtomin A reached 8.03 ± 1.99 ug per pouch, whereas the presence of tryptophan 
induced a reduction of 63% of thaxtomin A production (Fig. 4). Analysis of the expression of 
thaxtomin A biosynthetic gene in S. scabiei was performed in such growth pouches. Relative 
expression levels of txtA and nos at 7.5 mM of tryptophan were 5.2- and 9.7-fold lower than in 
control pouches (Fig. 5). No significant difference was observed regarding auxin production 
between the different radish growth pouches, with no effect of the presence of bacterial 
inoculum or addition of tryptophan (Fig. 4). As observed in liquid media, the presence of 
tryptophan in growth pouches had no significant impact on IAA biosynthetic genes (Fig. 5). 
Water TRP (7.5mM) 
Non-inoculated 
pouches 
Water TRP (7.5mM) 
S. scabiei EF-35 
pouches 
FIG. 4. Thaxtomin A (white bars) and IAA (black bars) quantification in radish growth 
pouches inoculated or not with S. scabiei EF-35, with water or 7.5 mM of tryptophan. Results 
are the mean of four pouches ± S. D. (10 seedlings per pouch). Bars with the same letter are 
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FIG. 5. Expression level of (A) thaxtomin A and (B) IAA biosynthetic genes in S. scabiei EF-
35 growth pouches at 48 h, 72 h and 96 h after inoculation. Data shown indicate relative 
abundance of transcripts at 7.5 mM tryptophan compared with tryptophan-free pouches. 
Values are the mean of three replicates ± S. D. Bars with the same letter are not significantly 
different (LSD test, non-supplemented media = a). 
DISCUSSION 
In the present study, the production of the toxin thaxtomin A by the pathogenic agent S. 
scabiei was strongly inhibited by the presence of exogenous tryptophan in liquid thaxtomin-
inducing growth media. Such inhibition of the toxin production was in accordance with other 
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reports (2, 27). Previous studies were carried out in rich media such as OBB that intrinsically 
contained amino acids. In this study, tryptophan was also added to a growth medium (SCM) 
that contained no intrinsic source of amino acids. The negative correlation found between 
thaxtomin A production and tryptophan concentration was lower in OBB than SCM. This 
might be due to variable amounts of intrinsic aromatic amino acids in OBB. 
The results presented in this paper revealed that the inhibition of thaxtomin A production 
caused by tryptophan occurred at least partly at the genetic level. The presence of tryptophan 
downregulated the expression of txtA and nos, two key genes coding for thaxtomin A 
biosynthetic enzymes. txtA encodes a peptide synthetase implied in cyclization (15) and nos 
encodes a nitric oxide synthase involved in tryptophanyl nitration (21). The inhibition of a 
metabolite production with the addition of one of its biosynthetic precursor is uncommon (2). 
Many studies on different Streptomyces species, for example S. avermitilis, S. clavuligerus or 
S. antibioticus, demonstrated the increased production of a metabolite with the exogenous 
addition of biosynthetic precursors (43, 47, 49). 
Conversely, biosynthesis of bacterial IAA has been extensively studied and different pathways 
have been identified, with high similarities with plant pathways (6, 44, 48). In most organisms 
including S. scabiei, tryptophan is the precursor of IAA (4, 40). Several authors have reported 
high increase of IAA biosynthesis in bacteria supplied with exogenous tryptophan. For 
instance, a 5-fold stimulation of IAA production was observed in Bacillus amyloliquefaciens 
when 5.0 mM of tryptophan was added to the growth medium (18). In the plant growth-
promoting rhizobacteria Pseudomonas putida, the addition of 2.4 mM tryptophan to minimal 
liquid media stimulated IAA production by 60-fold (41). In the present study, IAA production 
by S. scabiei was strongly increased in tryptophan-supplemented.media. To assess whether 
tryptophan regulated the IAA biosynthetic genes, quantification of the two genes involved in 
the phytohormone synthesis was performed. Sequences exhibiting high homology with S. 
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coelicolor coding sequences of the tryptophan mono-oxygenase (iaaM) and indole-3-
acetamide hydrolase (iaaH) were identified in S. scabiei. None of the IAA biosynthetic genes 
iaaM and iaaH showed tryptophan-induced transcriptional modulation. This is in accordance 
with previous studies where genes of the IAM pathway were reported to be constitutively 
expressed (11, 17, 39, 40). The strong linear correlation between tryptophan concentration and 
the production of bacterial IAA in SCM indicated that IaaM and IaaH were substrate-
dependent enzymes. 
Growth of radish seedlings is known to be altered by the presence of pathogenic S. scabiei 
strains and has been used in different assays for determining S. scabiei pathogenicity (13, 28). 
In the hydroponic system used in this study, radish root growth was inhibited in the inoculated 
pouches, indicating that root exudates components or radish root constituants provided 
sufficient thaxtomin A inducers to allow production of the phytotoxin by S. scabiei. 
Since tryptophan induced a reduction of thaxtomin A production in S. scabiei grown in liquid 
media, the effect of this amino acid on the bacterium virulence was also tested in the presence 
of radish seedlings. Increasing tryptophan concentrations induced gradual reduction of 
symptoms on radish roots inoculated with S. scabiei compared with their non-inoculated 
counterparts. At high amino acid concentrations, growth of radish seedlings was even 
stimulated by the presence of S. scabiei. Under those particular conditions, the plant 
pathogenic agent S. scabiei rather behaved as a plant growth promoting bacterium. Other 
examples of typical plant-microbe interactions that were redefined under certain conditions 
have been reported. At high concentrations of phosphorus, growth of plant associated with 
arbuscular mycorrhizal fungi is negatively altered, contrasting with the reciprocal benefits of 
the symbionts that have been usually described (14, 19, 20, 32). 
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The reduction of thaxtomin A production in the presence of high tryptophan concentration 
might explain the lost of aggressiveness of S. scabiei on its host, under those particular 
conditions. The reduced biosynthesis occurred, at least partly, from a downregulation of txtA 
and nos genes transcription. As thaxtomin biosynthesis was shown to depend on tryptophan 
concentrations in liquid media and since this downregulation also seemed to take place in a 
plant-microbe system, the reduced amount of toxin correlated with a reduced aggressiveness 
on plant seedlings while tryptophan concentrations were increasing. 
The reduction of thaxtomin A synthesis could therefore not explain the beneficial effect of the 
presence of S. scabiei on radish root system in the presence of high concentrations of 
tryptophan. Involvement of bacterial auxin in the plant growth promotion, as observed in the 
in planta experiment, could not be confirmed in this study. In the growth pouches, bacterial 
IAA seemed to be hidden by high IAA quantities of plant origin. The contribution of bacterial 
sources of IAA, even in small amounts, had nevertheless been shown to modify root growth in 
other systems (34, 41). Furthermore, soil applications of small quantities of tryptophan were 
shown to improve growth and yield of various plant species via conversion to IAA by soil 
microorganisms (3, 9, 50). One could thus expect that the combined effect of tryptophan on 
thaxtomin A biosynthesis and IAA biosynthesis would be beneficial to plant growth. 
Furthermore, it was also shown that foliar application of auxin-like substances, 2,4-
dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) or 3,5-dichlorophenoxyacetic acid (3,5-D), significantly 
reduce the severity and occurrence of common scab on potato tubers (37, 38, 45). It was 
shown that accumulation of 2,4-D in tubers was associated with enhanced resistance to 
thaxtomin A (45). This event was also suggested to be dose-dependent and more efficient at 
high auxin concentrations. Therefore, a significant increased amount of IAA in the 
rhizosphere, even at a very local scale, may induce similar effects of disease resistance on 
radish seedlings. 
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Although tryptophan reduces thaxtomin A biosynthesis and promote bacterial auxin 
production, potato field amendment with high amount of tryptophan, in an attempt to prevent 
thaxtomin A production by S. scabiei, would be unrealistic. Exogenous application of 
tryptophan reduced plant growth and tuber yield at concentrations similar to the ones tested 
here (1). However, addition of small quantities of tryptophan might increase auxin production 
by S. scabiei and other rhizosphere-associated microorganisms (3, 9, 50) contributing to plant 
growth promotion. Since thaxtomins are the main components in the arsenal of the plant 
pathogen S. scabiei (13, 25, 35), development of control methods that aims to the elimination 
or detoxification of these molecules may represent promising avenues (7, 26). Screening for 
molecules that inhibit thaxtomin biosynthesis with no toxic effects on plant growth deserves 
consideration. 
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CONCLUSION 
L'influence du tryptophane sur la production de deux metabolites entrant dans le mecanisme 
de dialogue de S. scabiei avec sa plante hote, la thaxtomine A et l'auxine, a ete etudiee. Tout 
d'abord, le role inhibiteur du tryptophane sur la synthese de thaxtomine A a ete evalue, 
permettant de mettre en evidence que la repression se faisait, du moins en partie, au niveau de 
l'expression des genes de synthese de la thaxtomine A. Bien que le mecanisme moleculaire de 
cette inhibition par les precurseurs reste encore a investiguer, les essais que nous avons 
effectues suggerent que le tryptophane agit indirectement sur les genes de synthese de la 
thaxtomine. Nous avons en effet observe que Pajout du tryptophane a une culture agee de S. 
scabiei (plutot qu'en debut de croissance) ne semble pas avoir d'effet sur la transcription des 
genes. Les acides amines aromatiques entrent dans la biosynthese d'une foule de composes, 
autant lors du metabolisme primaire que secondaire (entre autres : melanine, thaxtomine, 
auxine). Plusieurs voies metaboliques sont ainsi possiblement interconnectees, permettant une 
regulation tres fine des activites biochimiques, afin d'optimiser les ressources nutritionnelles. 
Par exemple, il a ete montre par Beausejour et al. (1996) que des mutants deficients en 
synthese de melanine, un pigment fonce aussi synthetise a partir d'acides amines aromatiques 
(Mencher et Heim, 1962), sont aussi affectes dans la synthese de thaxtomine A. 
II semble que la synthese d'auxine chez S. scabiei soit surtout dependante de la quantite de 
substrat disponible pour les enzymes. En effet, il y avait une forte correlation lineaire entre la 
quantite de tryptophane ajoutee et la quantite d'auxine produite. D'autre part, les genes de 
synthese de l'auxine ne sont pas modules par la presence de tryptophane. C'est aussi ce qui a 
ete observe chez d'autres bacteries du sol produisant de l'auxine par la meme voie de synthese 
(Brandl et Lindow, 1997; Hutcheson et Kosuge, 1985; Palm et al, 1989 ; Patten et Glick, 
1996). 
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Puisque le tryptophane reduit la synthese de la thaxtomine A chez S. scabiei, ce qui pouvait 
aussi diminuer l'effet negatif de 1'agent pathogene sur la croissance des plantes, nous nous 
sommes interesses a l'effet du tryptophane sur le pouvoir pathogene de S. scabiei sur le radis. 
On remarque ainsi qu'aux plus fortes concentrations de tryptophane, la presence de S. scabiei 
semble promouvoir la croissance des plantules de radis. Nous pouvons aussi confirmer que la 
diminution de synthese de thaxtomine A chez S. scabiei en presence de tryptophane se produit 
aussi dans un systeme in planta. En effet, la production de thaxtomine A est moindre et on 
observe une diminution de la transcription des genes impliques dans la biosynthese de la 
phytotoxine. Par contre, meme si la diminution de synthese de la thaxtomine A peut expliquer 
pourquoi la croissance des plantules hotes est moins affectee en presence de tryptophane, cela 
ne peut expliquer 1'amelioration de croissance par rapport aux plantules temoins. II est fort 
probable que le tryptophane ait un effet positif sur la croissance des plantes via sa conversion 
en auxine. Par contre, cela est difficile a demontrer puisque Taction de Tauxine bacterienne, 
qui est vraisemblablement locale, semble etre masquee par les fortes quantites d'auxines 
produites par la plante. 
D'un point de vue agronomique, il est interessant de constater que la bacterie phytopathogene 
S. scabiei peut avoir des effets benefiques sur la croissance des plantes en certaines 
circonstances. Par contre, il est impensable de transferer aux champs les resultats obtenus dans 
cette etude puisque le tryptophane a des effets negatifs sur developpement des plantes. 
Toutefois, il serait envisageable de chercher un compose inhibant la synthese de thaxtomine A 
chez S. scabiei, mais qui n'auraitpas d'effets negatifs sur la croissance des plantes. On 
pourrait aussi cribler pour un compose qui stimule la synthese d'auxine chez S. scabiei. Afin 
de trouver un compose ayant ces proprietes, un criblage de diverses molecules ayant une 
structure similaire au tryptophane devrait etre considere. De plus, le fait de connaitre le 
mecanisme par lequel le tryptophane diminue la synthese de thaxtomine A nous permettrait de 
determiner une cible precise pour agir sur la synthese de la phytotoxine. 
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Meme si S. scabiei est habituellement considere comme un organisme phytopathogene, nous 
avons montre que sous certaines conditions le comportement de S. scabiei ressemble 
davantage a celui d'un organisme promoteur de la croissance des plantes. Une autre relation 
generalement connue comme mutualiste entre un microorganisme et sa plante note semble en 
fait suivre un continuum entre le mutualisme et le parasitisme (Johnson et al, 1997 ; Jones et 
Smith, 2004). Plusieurs etudes rapportent effectivement des cas ou les champignons 
mycorhiziens Glomus spp. provoquent une diminution de croissance de la plante hote associee 
(Johnson, 1998 ; Peng et al, 1993). Notre etude appuie l'hypothese selon laquelle un agent 
pathogene tel que S. scabiei peut aussi avoir des interactions allant du positif au negatif et que 
la stricte categorisation des organismes du sol en tant que saprophyte, pathogene ou symbiote 
est une vue trop etroite des relations biologiques observees dans l'environnement. 
En somme, mis a part la dizaine d'especes causant des pathologies aux legumes racines, la tres 
grande majorite des 500 especes du genre streptomycetes demontrent un comportement non 
pathogene envers les plantes. Parmi celles-ci, plusieurs ont un comportement de PGPR, via 
divers mecanismes et strategies (Dimkpa et al., 2009 ; El-Shanshoury, 1989 ; Shimizu et al, 
2009 ; Tokala et al, 2002). La plupart des strategies de lutte contre des agents 
phytopathogenes vise leur eradication. Cette etude montre que d'autres avenues sont possibles. 
Nous preconisons, dans le futur, controler les conditions environnementales de maniere a 
modifier le comportement pathogene d'un microorganisme pour qu'il adopte un 
comportement de promoteur de croissance vegetale. 
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